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研究成果の概要（和文）：哺乳動物の精子頭部には、先体とよばれるゴルジ体由来の細胞内小器官が存在する。
我々は先体タンパク質のACRBP-Wとその選択的スプライシング変異体ACRBP-V5に着目し、遺伝子改変マウスの解
析を行った。その結果、ACRBP-Wは精子セリンプロテアーゼAcrosinの自発的な活性化を制御すること、ACRBP-V5
は精子形成過程での先体顆粒の形成に関与することが明らかになった。また、ACRBP-V5の欠損により、球状精細
胞でのアクチン細胞骨格の異常形成が見い出された。アクチン構造を詳細に観察するため、アクチンを特異的に
認識するプローブLifeactを発現するマウスの作製・解析を試みた。
研究成果の概要（英文）：Mammalian sperm possess a Golgi-derived exocytotic organelle, the acrosome, 
located on the apical region of head. We investigated genetically modified mice of acrosome protein 
ACRBP-W and its pre-mRNA alternative splicing variant ACRBP-V5. Consequently, the major function of 
ACRBP-W is to retain the inactive status of sperm serine-protease Acrosin until acrosomal 
exocytosis. ACRBP-V5 is involved in the formation and configuration of acrosomal granule during 
early spermiogenesis.Moreover, it was found that actin cytoskeleton of round spermatid was disrupted
 by the loss of ACRBP-V5. To observe in detail, we constructed transgenic mouse carrying the Lifeact
 probe which specifically recognized actin.
研究分野：農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ほぼ全ての動物種の精子頭部には、先体
（アクロソーム）とよばれるゴルジ体由来の
特殊な細胞小器官がある。先体には、さまざ
まなタンパク質分解酵素が含まれており、受
精での精子の卵子卵丘細胞層や透明帯の通
過を助けるはたらきがある。精子形成過程に
おいて、先体の生合成は減数分裂後の球状精
細胞から開始する。糖タンパク質が豊富な先
体顆粒を含む複数の前先体小胞がゴルジ体
から核膜表面に輸送され、各々が融合するこ
とで大きな先体胞を形成する。伸長精細胞に
なると、先体胞が伸長し半円形に成長、先体
胞内部の先体顆粒が全体に広がり先体が完
成する。この先体の劇的な形態変化には、ア
クチン細胞骨格を主成分とする 3つの構造
物 ： Ectoplasmic specialization, 
Acroplaxome, Manchetteが重要な役割を担っ
ている。特にAcroplaxomeは、球状精細胞で
の先体と核との固着や核膜表面での前先体
小胞同士の融合に必須な構造物である。 
代表的な先体タンパク質の1つにACRBPが
知られている。ACRBPは約20年前にブタの射
出精子から同定され、トリプシン様セリンプ
ロテアーゼAcrosinと結合することが示唆さ
れている。その後の解析から、マウス ACRBP
には選択的 pre-mRNAスプライシング制御に
よるバリアントフォーム（野生型ACRBP-Wと
イントロン5が保持した変異体ACRBP-V5）が
存在すること、ACRBP-WとACRBP-V5は球状精
細胞から先体胞内の先体顆粒に局在するこ
とが明らかになった（Kanemori et al. Biol. 
Reprod. 2013）。しかしながら、ACRBPは生体
外でAcrosin/ACRの酵素的活性化を促進する
ことが示唆されている一方で、生体内での生
理機能は長年不明のままであった。我々は最
近、ACRBP遺伝子を欠損したマウスを作製し
たところ、興味深いことに先体形成過程で
Acroplaxomeが異常形成していることを見い
出した。この結果は、ACRBPが細胞骨格構造
と何らかの相互作用をしていることを示唆
している。 
 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果を
もとに、本研究では精子形成過程における先
体タンパク質ACRBPの生理機能を明らかにす
るとともに、ACRBPとアクチン細胞骨格構造
との関係性を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ACRBP欠損マウスの解析 
既に作製済の ACRBP欠損マウスを用いて、
精子先体形成の異常が生じる原因を解明す
る。精細胞と精巣上体精子を用いた体外授精
試験や運動機能を精子画像解析装置（CASA）
で測定する。先体形成はPNAレクチンや先体
タンパク質を認識する特異的抗体による免
疫染色実験をおこなう。最終的には、ACRBP-W
と ACRBP-V5をそれぞれ発現するトランスジ
ェニック（TG）マウスを作製する。この2種
の TGマウスと ACRBP欠損マウスを交配させ
レスキュー実験を試みる。ACRBP-Wと
ACRBP-V5のどちらが、もしくは両方が先体形
成や受精に重要な役割をもつのかを検証す
る。 
 
(2)Lifeat精巣発現マウスの解析 
Lifeactとは、最近開発された生きた細胞
でアクチンフィラメントを可視化させる技
術である。Lifeactプラスミドには、出芽酵
母から得られたアクチンフィラメントを認
識する 17アミノ酸が含まれており、アクチ
ンフィラメントの重合や機能を阻害しない
ため、生細胞での観察が可能である。蛍光タ
ンパク質が付加したプラスミドを受精卵に
導入し、TGマウスを作製する。 
作製したLifeactマウスの精巣切片を用い
て、精子先体形成でのアクチン細胞骨格を共
焦点レーザー顕微鏡で観察する。得られたイ
メージ画像をもとに３次元構築や数値化さ
せた後に立体シミュレーション解析も行う。   
先 体 形 成 で 重 要 な ア ク チ ン 構 造 物
Ectoplasmic specialization, Acroplaxome, 
Manchetteにも着目する。アクチン結合タン
パク質 Arp2/3やケラチンの抗体を用いた免
疫染色も行うことで、Lifeactマウスでアク
チン細胞骨格が正常に形成されているか確
認する。仮にLifeactマウスで詳細なアクチ
ン動態が観察されない場合、アクチン結合試
薬のファロイジンを用いるなど染色方法を
変更する。また、精巣にあるセルトリ細胞や
ライデッヒ細胞のアクチン構造が物理的に
先体形成の観察を困難にする可能性もある。
その場合、Lifeactマウスのプロモーターを
全身発現用から精細胞特異的ヒストンに変
更したコンディショナルマウスを作製する
ことで改善を図る。 
 
４．研究成果 
(1)ACRBP欠損マウスの解析 
ACRBP欠損雄マウスは、野生型雄マウスと
比較すると、自然交配で雌マウスを受精させ
る能力（妊孕率）が大幅に低下する。体外授
精試験でACRBP欠損精子の受精能について検
証すると、受精数、透明帯結合数、および卵
子融合数はすべて有意に減少していた。この
ことから、ACRBPが欠損すると雄マウスは部
分不妊になることが示唆された。 
ACRBP欠損雄マウスの低妊孕性の原因を明
らかにするため、精子形成過程での精細胞を
詳細に調べた。先体形成の Stepごとに分け
た精細胞をPNAレクチンで染色し、蛍光顕微
鏡で観察した。その結果、ACRBP欠損マウス
で Step 2-3の前先体顆粒は野生型と同様で
あったが、Step 4-5の精細胞では先体顆粒の
凝集と融合が著しく阻害されていた。それに
伴い Step 6以降の ACRBP欠損精細胞では、
先体胞の断片化が起きていた。透過型電子顕
微鏡により、精細胞の詳細な構造変化を観察
したところ、ACRBP欠損によりStep 4-5の先
体胞が大きく変形していることが確認され
た。加えて核と先体をつなぐ構造物
Acroplaxomeが波状に変形していることも判
明した。Step 6以降のACRBP欠損精細胞では、
部分的な核構造の異常と先体の断片化がみ
られた。これらの結果から、ACRBPが先体顆
粒の形成に関与することが示唆された。免疫
染色法により代表的な先体タンパク質
proACR、ZPBP2、ZPBP1、および SPACA1の局
在を調べた。通常、精子形成過程後期まで
proACR、 ZPBP2、およびZPBP1は先体顆粒に
凝集しているが、ACRBP欠損精細胞では先体
顆粒への凝集がみられず、先体胞全体に拡散
していた。先体胞の赤道部に局在するSPACA1
はACRBP欠損精細胞では、先体全体に分散し
ていた。以上の結果から、ACRBPの欠損によ
り先体タンパク質の局在が大きく変化する
ことが明らかになった。 
次いで、野生型マウスとACRBP欠損マウス
それぞれの精巣上体精子について調べた。免
疫染色の結果から、核の形態変化をもとに、
ACRBP欠損精子の形態は、４つのタイプに分
別された。タイプ１精子は形態学的に野生型
と類似しているが、タイプ２とタイプ３精子
はそれぞれ中程度と重程度の核の変形がみ
られた。タイプ４精子は、球状の精子頭部で
核周辺部に精子鞭毛が巻き付いている表現
型を示した。精巣上体でのタイプ 1～4精子
の割合は、それぞれ50%,34%,12%,3.9%であっ
た（下図）。ハイスピードカメラにより、そ
れぞれの精子の運動機能を比較すると、タイ
プ１とタイプ２精子は不規則な頭部の反転
を繰り返し、尾部の屈曲により前方に進行し
ていた。タイプ３精子では直線的な運動性は
失われ、頭部と尾部が断続的に弱く動く程度
であった。タイプ４精子は、ほぼ運動性が停
止していた。一方で、ACRBP欠損精子の中片
部と尾部の形状は、野生型精子との有意な差
は認められなかった。興味深いことに、タイ
プ１～４の精子を選別し、それぞれの核を
ICSI（顕微授精）すると、全ての精子には受
精能があることが明らかになった（下図）。
すなわち、核や先体が変形したACRBP欠損精
子は、受精後に起こる前核形成とそれに続く
卵子前核との融合において、大きな機能差が
無いことが示唆された。 
ACRBP欠損マウス精子で先体の異常形成が
生じたため、先体内タンパク質の存在につい
て精子抽出液を用いたウエスタンブロット
解析を行った。ACRは通常精子の先体反応ま
で53 kDaの前駆体 proACRとして存在してい
る。しかし、ACRBP欠損マウスではACRは33 
kDaのバンドとして検出された。ZPBP1と
ZPBP2は先体形成に関与することが知られて
いるが、ACRBP欠損マウスでは共に存在量の
有意な差はなかった。SPACA1は先体内膜に局
在するタンパク質であり、精子と卵子の融合
に機能していると報告されている。野生型で
みられた SPACA1の 40 kDaと 42 kDaのバン
ドは、ACRBP 欠損マウスでは消失していた。
このことから、少なくとも ACRBPは proACR
と SPACA1に影響を与えていることが示唆さ
れた。 
マウス ACRBPには、選択的 pre-mRNAスプ
ライシングにより生じる 2種のタンパク質
ACRBP-WとACRBP-V5が存在する。ACRBP欠損
マウスの精子先体形態の異常にどちらの
ACRBPが関与しているのかは不明である。そ
れぞれの機能について解析するため、TGマウ
スを用いた ACRBP 欠損マウスのレスキュー
実験を行った。作製したACRBPレスキューマ
ウス(KO(W-TG)と KO(V5-TG)と命名)の精巣抽
出液では、どちらも内在性の ACRBP-Wと
ACRBP-V5を欠失していた。一方で外来性の
ACRBP-Wと ACRBP-V5の発現は確認された。
proACRの存在を調べたところ、KO(W-TG)は野
生型と同じ 53 kDaのバンドであったが、
KO(V5-TG)では ACRBP欠損マウスと同じ 33 
kDaのバンドとして検出された。このことか
ら、ACRBP-WはproACRの自発的プロセシング
を阻害していることが示唆された。先体の形
態は，KO(V5-TG)のみで野生型と同程度まで
復元していた。さらに、ACRBP欠損雄マウス
の妊孕性や体外受精率の低下は、KO(W-TG)と
KO(V5-TG)ともに大きく回復していた。以上
の結果から，ACRBP-V5は精子先体形成に関与
することが明らかになった。一方で、ACRBP-W
は受精過程で proACRの自発的活性化を制御
することが示唆された（下図）。これらの成
果は、国際的な学術誌 PNASに掲載された。
また、国内でも朝日新聞や日本経済新聞にも
取り上げられた。 
 
(2)Lifeat精巣発現マウスの解析 
球状精細胞でのアクチンフィラメントを
詳細に観察するため、Lifeact-TGマウスの作
製を試みた。Lifeactを精細胞特異的に発現
させるため、ACRBPのプロモーター領域を
Lifeactの上流に挿入した発現ベクターを構
築した。ACRBPのmRNAは、減数分裂パキテン
期から発現することが知られている。蛍光タ
ンパク質に EGFPと超解像顕微鏡観察用に
EOSFPを発現するカセットをそれぞれベクタ
ーに組み込んだ。プロモーター領域とLifeat
配列の間には、ACRBP遺伝子第 2イントロン
領域を挿入し、TGの発現効率を高めた。作製
したLifeactベクターの発現を確認するため、
EGFPもしくは EOSFPが含まれるプラスミド
DNAをマウス精巣にマイクロインジェクショ
ン後、エレクトロポレーション法により遺伝
子発現を誘導した。３日後に精巣を取り出し
全体を蛍光顕微鏡で観察した結果、コントロ
ールに比べて EGFPと EOSFPの有意なシグナ
ルが観察された（下図）。さらに、精巣から
精細胞を回収し、先体マーカーのPNAと共染
色したところ、EGFPと EOSFPのシグナルは、
主に精子形成過程の細胞で存在しているこ
とが分かった。これらの結果から、構築した
Lifeactベクターは、精子形成過程の精細胞
で特異的に発現していることが示唆された。 
TGマウスを作製するため、Lifeactベクタ
ーを受精卵前核へマイクロインジェクショ
ン法で注入した。受精卵でのLifeactベクタ
ーの発現は、注入後の胎盤胞期の胚を回収し、
ゲノムPCR法により確認した。注入した受精
卵は、１細胞期の段階で偽妊娠マウス卵管へ
移植した。現在までのところ、複数の産仔が
得られている。予定していた TGマウスの解
析は、ベクター構築にかなりの時間を費やし
たため、本研究期間内で行うことはできなか
った。次の研究課題で引き続き、Lifeactマ
ウスの解析を進めていく予定である。 
一方で、ACRBPとアクチンを含む細胞骨格
因子との関連性を明らかにするため、さまざ
まな方法でACRBP結合タンパク質の同定を試
みた。酵母2ハイブリッド法では、マウス精
巣cDNAライブラリーとACRBP-V5の発現用コ
ンストラクトを酵母に導入した。ACRBP-V5と
結合したタンパク質を含む酵母のシークエ
ンス解析を行った結果、LARP1、UNC50、PPM1J、
ALDOB、PRM1、SERTAD2、および LRRC18を同
定した。次いで、ACRBP-WもしくはACRBP-V5
のTGマウスから得られた精巣抽出液に対し、
Hisもしくは GFPプルダウン実験を行った。
結合タンパク質を質量分析器で解析した結
果、LRRC57、LDHC、およびPSMC4が同定され
た。これらACRBP結合候補因子の精巣と精巣
上体精子での存在を調べるために、各種抗体
を用いたウエスタンブロット分析を行った。
その結果、PPM1J、LRRC57、ALDOB、およびPSMC4
は精巣と精子で存在が確認された。UNC50は
精巣のみで存在していた。加えて、精子形成
細胞での候補因子の局在を調べるために免
疫染色を行った結果、PPM1J、UNC50、LRRC57、
およびALDOBは細胞質に局在することが明ら
かになった。一方、PSMC4は球状精細胞では
細胞質に局在し、伸長精細胞で先体に局在す
ることが判明した。 
以上の結果から、ACRBP結合因子として、
複数因子が同定された。今後はこれらの因子
とアクチン細胞骨格構造への作用について
明らかにしていく予定である。 
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